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RESUMO

S&o discutidos os conceitos actuais sobre os factores libertadores de histamina (HRF), suas origens
celulares, suas células alvo e implicagGes na imunoterapia da asma. Apresentam-se resultados pessoais
da produgdo de HRF por macréfagos alveolares estimulados por antigénio e sua acgdo sobre basoéfilos
de atdpicos e ndo atdpicos. Verificou-se que os macrofagos alveolares de asmaticos atdpicos libertam
HRF quando estimulados pelo antigénio especifico e que estes HRF induzem num teste de desgranula-
¢30 dos baséfilos humanos a desgranulagio dos baséfilos de atopicos mas apenas em poucos casos a de
basoéfilos de ndo atopicos. Estes resulados demonstram que o contacto dos alergénios com os macrofa-
gos alveolares pode desencadear a desgranulagio das células mediadores com libertagdo de autacoides.

SUMMARY

The State of the Art in Inmunology and Allergy: Histamina Releasing Factors

The present concepts on histamina releasing factors are discussed, their cellular origins, their effect
on the target cells and its importance in asthma immunopathology. Personal results on the production
of HRF by alveolar macrophages stimulated by allergen and its action on non atopic basophils are
presented. Alveolar macrophages from atopic asthmatics release HRF in presence of allergen. Macro-
fage from non atopic do not. HRF has been tested in a Human Basophil Degranulation Test (HBDT)
preparation, a significant degranulation induced by HRF from atopic patient being only observed when
atopic basofils are used in HBDT. These results confirm that allergen could induce HRF production

from alveolar macrophages and that this HRF could degranulate basophils in atopic and induce media-

tors release.

INTRODUCAO

Os mastocitos ¢ baséfilos — células mediadoras —
constituem as células efectoras com maior capacidade de
reac¢do nas reacgdes de hipersensibilidade imediata do tipo I
da classifica¢do classica de Gell e Coombs, reac¢des alérgicas
ou de hipersensibilidade imediata !,

Estas populagdes celulares tém a capacidade de libertar
mediadores pré-formados ou neo-formados libertados a par-
tir respectivamente dos granulos e dos fosfolipidos de mem-
brana. Entre os mediadores pré-formados tém importancia
fundamental a histamina, entre os neo-formados o factor
activador da plaqueta ou PAF, os leucotrienos, as prosta-
glandinas e o tromboxane 2,

Classicamente a libertagio de mediadores por mecanismos
imunolégicos é mediada pela reacgdo de um antigénio —
denominado alergénio nas reacgdes alérgicas — com um
anticorpo IgE especifico que se fixa aos receptores de alta
afinidade para o fragmento Fc da IgE de mastocitos ¢
baséfilos .

Todavia trabalhos dos ultimos anos demonstraram que
outros mecanismos enddgenos podem também desgranular
mastocitos e basofilos. Também o frio e a hiperosmolaridade
sdo susceptiveis de provocar a desgranulagdo das células
mediadoras com a consequente libertacdo de mediadores
farmacologicamente activos >4,
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Entre os estimulos enddgenos foi reconhecida a existéncia
de um grupo de substancias activas derivadas das células
pro-inflamatorias que foi globalmente denominado de His-
tamine Releasing Activities ou seja actividades libertadoras
de histamina 3%,

Esta actividade tem sido atribuida a linfocitos, monocitos,
macréfagos, neutréfilos e plaquetas mas curiosamente as
denominadas anafilotoxinas (C3a e C5a) ndo parecem levar
a libertagdo de mediadores pelos mastocitos humanos % 10.11,
Thueson et al>¢ foram os primeiros a demonstrar que os
linfocitos de individuos saudaveis podiam produzir apds
incubag¢do com concanavalina A durante 24 h uma substan-
cia que libertava histamina dos basofilos humanos. Os linfo-
citos podem também apresentar esta actividade libertadora
de histamina apds estimulagdo com antigénios a que o dador
de linfocitos esteja previamente sensibilizado. Estudos ulte-
riores demonstraram que os factores libertadores de hista-
mina (HRF — Histamine Releasing Factors) eram produzi-
dos por linfocitos T e que outras populagdes celulares,
nomeadamente monocitos do sangue periférico ou macroéfa-
gos pulmonares em cultura podiam libertar histamina %2,

A acumulacio de dados sobre os HRF levou a pensar que
a pontagem entre 2 moleculas de IgE adjacentes ndo seria o
{inico mecanismo possivel de doengas at6picas humanas 4222,

Na realidade diferentes citoquinas de origem celular
diversa podem condicionar o mesmo tipo de reacgdes 2.



0S FACTORES LIBERTADORES DE HISTAMINA OU
HISTAMINE RELEASING FACTORS (HRF)

Os HRF ou factores libertadores de histamina sdo factores
diversos susceptiveis de induzir a libertagdo de histamina e
provavelmente também de leucotrienos e outros mediadores
a partir dos mastocitos do sangue ¢ também, mas em geral
de forma menos intensa dos mastocitos *3 1221,

O tempo necessario para a libertagdo de histamina desen-
cadeada pelos HRF ¢ intermédia entre a reacgdo rdpida
desencadeada pela anafilotoxina C5a apenas em algumas
populagdes celulares e a resposta mais lenta desencadeada
pelo alergénio ou anti IgE %8 1222 Os HRF tém origens celu-
lares diversas, linfocitos T, linfocitos B, monocitos do sangue
periférico, macrofagos cuitivados a partir de fragmentos de
pulmio ou obtidos por lavado bronco-alveolar, neutréfilos,
plaquetas e células endoteliais. Tanto os linfocitos CD4+
como os CD8+ produzem HRF. Os HRF podem ser recupe-
rados a partir de diversos liquidos bioldgicos; vesiculas cuta-
neas, lavados nasais e bronco-alveolares*8-10.12,21,23-26

Fisico-quimicamente os HRF parecem ser heterogéneos
tanto quanto ao peso molcular como quanto as caracteristi-
cas imunoquimicas 2426,

A identidade ou heterogeneidade dos HRF em relagdo a
outras citoquinas tem sido muito controversa 2'-%,

Subramanian, Kaplan e Frenschko 8223 demonstraram
que a interleuquina 1 (IL-1) podia libertar histamina dos
basé6filos humanos. No entanto as caracteristicas fisico-
quimicas da IL-1 n3o corresponde as dos varios HRF
descritos 812182124, .

Também foram atribuidas actividade HRA ao factor de
estimulagio das colénias de granulécitos e macréfagos
GM-CSF*.

Grant e coll. ensaiaram as- propriedades histamino-
-libertadoras das citoquinas IL-1,2,3,4,5 e 6 do interferon vy
do GM-CSF e G-SF e do factor de necrose dos tumores
(TNF) nio tendo encontrado actividade histamino-
-libertadora aprecidvel para nenhuma destas citoquinas
sendo em raros casos para a IL-3 e GM-CSF em concentra-
¢des elevadas*,

CELULAS ALVO DOS HRF

Os HRF tém em geral uma actividade mais marcada sobre
basofilos do que sobre mastocitos humanos e mais sobre
basoéfilos de atopicos que sobre baséfilos de ndo atdpicos.
Habitualmente os baso6filos dos atopicos libertam mais his-
tamina e desgranulam mais intensamente do que os de nfo
atépicos mas ha certa sobreposigdo. A resposta dos basofilos
parece ser em parte IgE dependente mas depende também da
forma do HRF estudado %5.12:21,26-29,

Os HRF derivados de linfocitos desencadeiam libertagdo
de histamina de células de dadores atdpicos ou ndo atopicos
enquanto que os HRF derivados de macrofagos ou outras
células s6 induzem desgranulagio e libertagdo de mediadores
de células de alérgicos 7% A libertacio de histamina pro-
vocada pelos HRF é maior para baséfilos de asmaticos do
que para os de doentes com rinite alérgica e maior para estes
do que os de individuos normais.

Os basofilos de individuos normais ou nédo atépicos nao
sdo habitualmente sensiveis aos HRF. Lichenstein sugeriu
que as diferentes respostas das células alvo aos HRF depen-
deria de heterogeneidade da IgE todavia estes achados ndo
tém sido comprovados por outros autores 2123,

O HREF seria assim um dos factores do grupo de factores
de ligagdo a IgE (IgE-binding factors). Todavia Kaplan e
Delespesse puderam separar a actividade HRF da capaci-
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dade de ligagio a IgE e nomeadamente diferenciar o HRF
da fracgiio soltivel do marcador linfocitdrio CD23, receptor
de activagdo dos linfocitos B. Estes factos sugerem uma pro-
vével heterogeneidade dos HRF -2,

FUNCOES DOS HRF

Tendo a maior parte das citoquinas multiplas fungdes,
seria l6gico que também o ou os HRF desempenhassem mais
de um papel na resposta imunitaria . THUESON et al
demonstraram que a actividade do HRF e dos factores qui-
motécticos para os basofilos se encontravam na mesma frac-
¢do cromatografica. E possivel que estas duas actividades
correspondam a um so6 factor e que o HRF tenha também
acgio quimotAcitica para os baséfilos >°.

EFEITO DOS HRF IN VIVO

A injecgio intradérmica de HRF antdlogo néo purificado
desencadeia na pele uma reac¢iio imediata de papula e eri-
tema que muitas vezes se prolonga em reacgdo tardia
durante horas e ultrapassando os limites da reacgdo ime-
diata’. A inalagdo dos sobrenadantes de preparagdes celula-
res que produzem HRF desencadeia broncoconstrigdo na
maioria dos individuos estudados*’. Também o HRF deri-
vado das plaquetas provoca na pele uma reacgéio imediata de
péapula e eritema nos asmaticos alérgicos mas ndo nos asma-
ticos intrinsecos ndo alérgicos ou em controlos normais '5.

PRODUCAO DE HRF

A produgdo de HRF parece ser como a de outras citoqui-
nas uma capacidade inerente de diversas populagdes celula-
res43.6.21,222627 A incubacdo das células em meios de cul-
tura apropriados leva regularmente a producdo de HRF.
Estimulos ndo especificos que activem as células T ou
macrofagos parecem também poder conduzir 4 produgédo de
HRF. Todavia a produgio de HRF pode ser aumentada por
incubagio de células monocito-macrofagicas com antigénios
a que o individuo estudado ¢ alérgico?>%".

A produgdo espontanea de HRF aumenta durante o
periodo de exposi¢io natural aos antigénios polinicos
durante a estacdo dos polens e este aumento de produgdo
dos factores desgranulantes estd correlacionado com o agra-
vamento da sintomatologia clinica*2,

Estando a produc¢do de HRF implicada na alergia respira-
téria a imunoterapia se eficaz deve causar uma redugdo da
producdo de HRF pelos macréfagos — Kuna et al verifica-
ram que a imunoterapia elimina o aumento estacional da
producdo de HRF da estac¢do polinica e ulteriormente reduz
a sua produciio nos doentes clinicamente melhorados -,
Paralelamente a imunoterapia diminui a produgdo de HRF
pelos macrofagos induzidos pelo alergénio in vitro?*30,

HRF E DESGRANULACAO DOS BASOFILOS

Estando o mecanismo de libertagdo de histamina asso-
ciado & desgranulagdo de basofilos era logico adaptar o ja
experimentado teste de desgranulagdo dos basofilos huma-
nos (TDBH) ao estudo dos HRF 2", O TDBH tem sido
largamente utilizado nos ultimos anos no Instituto de Imu-
nologia, Centro de Hematologia e Imunologia da Facuidade
de Medicina de Lisboa, e a sua fiabilidade e reproductivi-
dade em mdos experimentadas, confirmadas. O TDBH tem
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vantagens para laboratorios insuficientemente equipados
como € o caso da quase totalidade dos nacionais de ndo
exigir aparelhagem dispendiosa e de poder ser adaptado a
varios modelos experimentais 29-3!-33,

Tendo os primeiros resultados de produgdo de HRF por
macréfagos alveolares do grupo de Baltimore, '22"225sido
obtidos com culturas de macréfagos obtidos de pegas cirdr-
gicas de pulmio procuramos estudar mais directamente a
producio de HRF por macréfagos bronco-alveolares obti-
dos por lavado bronco-alveolar, células que podem estar na
primeira linha de contacto com os alergénios inalados.e que,
apresentando receptores de baixa afinidade para a IgE?*,
podem ser directamente estimulados pelo antigénio inalado
na primeira fase da reac¢ido de hipersensibilidade
imediata -3,

Construiu-se (com M. Helena Sim&es e M. Laura Palma
Carlos) um modelo simples utilizando macréfagos purifica-
dos escolhidos por lavado bronco-alveolar 2°-31:33.34 ¢ bas6fi-
los no teste de desgranulagdo procurando verificar a eventual
produgdo de HRF pelos macréfagos alveolares purificados e
incubados na presenga ou auséncia de antigénios especificos
previamente seleccionados por testes cutaneos RAST ou
FAST e um TDBH inicial 2%3!-33,

Obteve-se assim um modelo multifactorial pouco dispen-
dioso em que se conjugaram a eventual producdo de HRF
por macréfagos de atopicos ou de ndo atopicos estimulado
ou ndo por incubagdo em presenga do antigénio pela intensi-
dade de desgranulagdo verificada pela adi¢do de sobrena-
dante de incubagio dos macr6fagos a preparagdes de basofi-
los humanos de dadores atdpicos ou de nio atopicos 2333,

Apos a incubagdo de macréfagos purificados em RPMI-
-BSA durante | hora na presenga ou auséncia de alergénio o
sobrenadante era adicionado as preparacgdes de bas6filos
sendo os resultados finais entre HRF obtidos de macrofagos
de atépicos ou de néo atdpicos incubados com ou sem anti-
génios e adicionados a basofilos também de atdpicos ou ndo
atopicos. Como controlo utilizou-se uma preparacéo de
baso6filos aos quais se adicionou a mesma quantidade de
alergénio usada para estimulagdo dos macréfagos preten-
dendo-se verificar se a associagdo de HRF ao antigénio
aumentava significativamente a desgranulagdo induzida por
este ultimo isolado 2%,

Verificou-se que no modelo utilizado, os macréfagos de
atopicos incubados sem antigénio durante um periodo curto
nio produziam quantidades significativas de HRF. Do
mesmo modo os macrofagos de ndo atopicos nunca produzi-
ram significativamente HRF (Quadros 1 e 2). O efeito do
HRF verificava-se nitidamente quando se utilizavam TDBH
com basoéfilos de atdpicos mas ndo quando os basofilos
empregues para 0 TDBHaeram de ndo atdpicos
(Quadros le 2) 29-31.33.34

Os resultados obtidos demonstraram que os macréfagos
alveolares de atopicos libertam HRF em presenga de antigé-
nio especifico e que o HRF assim libertado é capaz de des-
granular os baséfilos do mesmo ou de outros doentes
atopicos ¥,

Os alergénios inalados podem assim estimular nio s6 célu-
las mediadores residentes — mastocitos — ou circulantes —
basofilos — que se encontrem no local do conflito antigénio-

QUADRO | — TDBH — Actividade de Macrofagos
N.° de Basdfilos de Atopicos

N Controlo MO ’ MO +
TDBH Base D.pteronyssinus
MO de atopicos 18 4818 54+9 24+6
N.S. p<0.05
MO de ndo 18 61110 5749 52410
atopicos N.S. N.S.
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QUADRO 2 TDBH — Actividade HRF de Macréfagos
N.» de Basdfilos de atépicos
N D.pteronyssinus MO+D.pteronyssi- MO+ D.pteronys-
56 base nus em relagdo ao sinus em relagdo
pteronyssinus a M0 isolado
isolado
MO d]\l;l(";ljpiC?S 8 18/18 1218 18/18
e ndo
atopicos 18 77 li7 7

-anticorpo, mas também os macrdfagos residentes
bronco-alveolares levando a libertacdo de HRF susceptivel
de provocar uma segunda via de activagdo dos mastocitos e
de mobilizar localmente mais basofilos pela sua acgdo qui-
miotactica. Como os mascrofagos activados pelo alergénio
podem também libertar PAF (factor activador das plaquetas
que ¢ um mediador pluri-potencial das reacgdes de hipersen-
sibilidade imediata, deve-se considerar os macréfagos como
células de grande importancia nas reac¢des asma-
ticas 3134,

Os nossos resultados além de terem demonstrado a liber-
tagdo antigénio-dependente de HRF pelos macrofagos alveo-
lares sugerem que o efeito do HRF assim libertado s6 se
verifica de forma regular quando actua sobre basoéfilos ato-
picos. Nestes individuos a libertagdo HRF ¢é potencialmente
susceptivel de agravar, desencadear ou manter o processo
inicial de libertagdo de mediadores € iniciar a passagem para
a fase de reac¢dio asmatica tardia (LAR) e o processo de
reac¢do inflamatoria das asmas com dispeneia repetida ou
prolongada 27-30.33,

FACTORES INIBIDORES DA LIBERTACAO
DE HISTAMINA (HRIF)

Dada a ubiguidade e multiplicidade de HRF j4 descritos
deve-se ponderar a existéncia de um mecanismo de regulagio
da sua acgdo e da activagio de mastocitos e baso6filos 4.

Alan sugeriu que os linfécitos podem produzir substancias
que bloqueiam a activa¢do dos mastocitos e basoéfilos. O
mesmo autor demonstrou recentemente a sintese de este fac-
tor inibidor HRIF pelas células mononucleares humanas. A
produciio do HRIF humano ¢ estimulada por concentragdes
fisiolégicas de histamina sugerindo um mecanismo de retro-
controlo inibitdrio da libertagdo de histamina433.35,

Os HRIF s6 inibem a libertagdo de histamina por bas6fi-
los estimulada por HRF mas ndo a desgranulagio e liberta-
¢do de mediadores induzida por outros estimulos * 3%,

O HRIF é produzido pelas mesmas células que produzem
HRF, linfocitos T & B, monocitos do sangue periférico e
macrofagos de lavado bronco-alveolar. O HRIF foi também
encontrado como o HRF em liquidos de lavado nasal e
bronco-alveolares * %

SIGNIFICADO IMUNOLOGICO E CLINICO DOS
HRF E HRIF

A intervengiio dos HRF e dos factores inibidores HRIF na
reac¢do alérgica parece demonstrada pela comprovagdo da
sua libertag@o in vivo e in vitro por células humanas43!-33,

Os HRF podem ser responsaveis por uma segunda vaga de
libertagdo de mediadora re-release depois do primeiro con-
tacto das células mediadoras com o antigénio e manter
depois, dada a sua multiplicidade de origens uma estimula-
¢do prolongada da desgranulacdo ¢ no caso da asma brén-



quica uma broncoconstrigdo prolongada e duradora®?. A
primeira vaga de libertagdo de HRF serd provavelmente a
activacdo e libertagdo de HRF dos macréfagos bronquiolo-
-alveolares como demonstram as vagas seguintes devidas a
libertacdo de HRF por linfécitos e outras células. O meca-
nismo de indugdo de desgranulagio pelos HRF actuando
sobre mastocitos ¢ baséfilos ndo é univoco e pode ser IgE
dependente nos atépicos ou IgE independente nos outros
doentes. Na asma intrinseca nio atépica, o HRF libertado
pelas células mononucleadas, podem manter uma persistente
libertagdo de mediadores e estarem em causa nos casos da
asma com dispneia continua ou repetida*3'.33,

A acgdo quimiotdctica de HRF sobre os baséfilos pode
chamar estes ao local de reacgdo inicial e contribuir assim
para a manutencdo da desgranulagdo e libertacio de media-
dores. Paralela ¢ simultaneamente a liberta¢éo pelas células
medidoras, mastocitos residentes ou basoéfilos atraidos pela
acgdo quimiotactica do HRF, de factores quimiotacticos —
para eosinéfilos sobretudo PAF — e neutré6filos —leva a
passagem a fase crdnica de reacgdo de hipersensibilidade
imediata. Esta situagdo leva ao estabelecimento de um cir-
culo de activagdo que se pode manter na auséncia do
antigénio-alergénio ou mesmo desencadear-se nos casos de
asma ndo atopica por estimulagfo ndo antigénio-dependente
dos macro6fagos por exemplo por infecgdo ou outros estimu-
los susceptiveis de activar as células fagocitarias3!-33,

A libertagdo prolongada ou repetida de HRF desencadeia
uma activagio inicial de mastocitos depois atrai e activa a
desgranulagdo dos basofilos levando & activagdo a chamada
de plaquetas, linfécitos, eosinoéfilos e talvez também neutrofi-
los a passagem a inflamacgda crdnica e 4 criagdo de uma
situagdo de hiperreactividade brénquica no contexto da
asma brénquica 33,

Neste mecanismo os factores inibidores HRIF funcio-
nando como inibidores especificos da ac¢do dos HRF podem
quebrar o circuito de activagdo e restaurar a homeostase
fisiologica 4.

A caracterizagdo imunolégica dos diversos HRF e a pes-
quisa de farmacos seus antagonistas terd provavelmente
implica¢@es importantes na compreensio do mecanismo da
asma, extrinseca ou intrinseca na prevenc¢io e na terap&utica
destas situagdes.
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